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1 次性 シ ェ ー グ レ ン 症候群 (prim ary Sj6gr e n
'
s syndro m e, 1
凸
SjS)患者血清中に 特異的に 存在する シ ュ ー グ レ ン 症候群 B
(Sj6gr en
'
s syndr o m eB, S S B)/抗 La 抗体の 対応自己抗原 であ る S S B/La 抗 原と , Epstein-Barr ウ ィ ル ス (Epst ein-Barr
vir u s, E B V) に コ ー ド され る核内小 RN A (EB V-e n C Oded s m alIn ucle arR N As, E B E Rs) と は安定した 結合活性を示 す こ と が知
られ て い る . こ の こ と か ら 1
0
SjS の 病態 に E B V が関与して い る 可能性 が示 唆 され . ニ れ まで に 多く の 研究者に よ り血 清学的
に , 免疫組織化学的に あるい は 分子生物学的に 両者の 閑適が研究 され て きた が , 未だ に 結論は得 られ て い な い ･ そ こ で , 両者
の 関係 を明 らか に する ため に , 1
0
SjS 患者唾液腺 (saliv ary gIa nd, SG) 組織18検体 を対象 に , 2種存在す る E B E Rs の う ち
E B E R-1 に 対す る生体内局所 ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン を行い 健常者 と比較検討 した . そ の 結果 , 1
¢
SjS 患者 S Gの う ち 9検体
で導管 上皮細胞 に , 4検体で 腺房上皮細胞 に ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 陽性の 所見を認め た . 健常者で は 8検体中3検体に , 導
管上 皮細胞 に の み ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 陽性所見を認め た . さ ら に , 導管上 皮細胞 に ハ イ プ リ ダイ ゼ
ー シ ョ ン 陽性 の 所見を
認め た 9検体 の 1
8
SjS 患者 S Gの う ち 8検体で は , 浸潤L て い る単核細胞 (m ono n u cle ar c ells, M N C) に も陽性所見が認め ら
れ た . そ こ で , ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ソ 陽性の 浸潤 M NC の 特徴を 明 らか に す るた め , 隣接切片を 剛 ､て免疫組織化学的検討
を行な っ た . 抗体に は , T リン パ 球上 の C D45RO 抗原と特異的 に 結合す る単 ク ロ ー ン 抗体(U C H し1) を用 い た ･ そ の 結果 , ハ
イ プ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 陽性 の 浸潤 M N Cの 少な く と も 一 部は , T リン パ 球 と考え られ た . 以上 の 結果よ り , 1
0
SjS 患者の 少な
く とも 一 部で は E B E R-1 が大量 に 発現 され た状態に あ り∴通常ほ ほ と ん ど認め られ な い 腺房上 皮細胞 に 認 め る例もある こ と ,
また 浸潤 して い る リ ン パ 球に も E B V が感染 して い る こ と が 明らか と な っ た . こ の こ と か ら , E B V が E B E Rs の 発現を通 して
S S B/La 抗体を は じめ と する 1
Q
SjS の 病態に 関与 して い る こ とが 示 唆 され る とと もに , リ ン パ 取 掛 こ T リ ン パ 球の 機能異常
に も関わ っ て い る 可能性が示 され た .
Key w o rds Sj6gre n
'
s syndro m e, Epstein-Ba r vir us, Epstein-Ba r rvir us-e n C Oded s m allnucle a r
R N As
シ ェ ー グ レ ン 症候群ほ , 唾液腺や涙腺な どの 外分泌腺 へ の 単
核細胞 (m o n o n u cle arce11, M N C)浸潤 に よ る破壊に , 膠原病の
合併を認め た病態と して 当初報告 され た が1＼ そ の 後他 の 膠原
病 の 合併 を 認 め な い い わ ゆ る → 次 性 シ ェ ー グ レ ン 症 候 群
(prim ary Sjbgr e n
'
s syndr o m e, 1
凸
SjS) が存在する こ とが 知 られ




SjS で は, シ ェ ー グ レ ン 症 候 群 B
(Sj6gr e n
'
s syndr o m eB, SS B)/抗 La 抗体が そ の 約50%に 出現す
る こ と知 られ て い る が , こ の 抗体ほ 1
8
SjS に 特異的 で ある と考
え られ て い る
3)
. 従 っ て , l
O
SjS と他 の 膠原病と の 合併を認め る





SjS) とは よ 病因お よ び病態論的に 区別 し て 論ずる べ き独立 し
た症候群 で ある と考 え られ る .
一 方 , Epstein -Ba rrウ ィ ル ス (Epstein -Ba rr vir u s, E B V) は ,
ほと ん ど の 成熟 した ヒ ト に 持続感染 の 形 で存在する ヒ ト ヘ ル ペ
ス ウ イ ル ス で あ るが , 一 部 で は 悪性 リ ン パ 増殖性疾患
4ト 2g)や 固
平成5年11月 4 日受付 , 平成 5年12月14 日受理
A bbr eviatio n :1
0
SjS, prim ary Sj6gre n
'
s syndro m e
形癌3Q)へ の 関与 が考 え られ てい る . 特に 後天性免疫不全症候群
患者4 州 や臓 器移植に おけ る免疫抑制剤投与患者
8 ト11､■に お い て 高
率 に 出現する悪性 リ ン パ 腫や リ ン パ 増殖性疾患 で は , 増殖 した
リ ン パ 球内に 高率に E B Vの D N Aある い は R N A が同定 され
て い る . 1
G
sjS に お い て も , 悪性 リ ン パ 腫の 合併が 高頻度 で あ
る こ と が知 られ て お り31
.
, 同様に E B V D N A が検出され る こ と
が ある こ と が 報告 され て い る
12一
. SS B/La 抗体 の 対応自 己抗原
で ある SS B/La 抗原と , EB V由来核内小 R N A(Epst ein-Barr
viru s-enC Odeds m alln u cle arR ＼A, E B E Rs) とほ 安定 した 結合を
示 ず2)33). ま た , E B V ほ持続感染の 状態 で ほ , 1
C
SjS の 主 な標的
臓器である唾液腺 に 潜伏 してい る
34＼ さ らに , E BV の 初感染状
態で ある伝染性単核球症の 後に 1
8
SjS を発症 した症例が過去に




SjS の 病態に E B V が関与して い る
可 能性が考 え られ て い る . 1
0
SjS に 限 らず自己免疫疾患 の 発症
に は , 遺伝 的要因の みな らず環境要因が重要 で ある こ とが , -
2
O
SjS, S e C Ondary Sjbgren
'
s syndro me; C R2, C O mple ment
rec eptor2; E A, ea rly a ntige n; E B E Rs, Epstein-Barr vir us- e n COded sm allnucle arR N As;E B N A･, Epstein-Barr
Viru s n u cIbar antige n;E B V, Epstein- Ba r viru s; E D T A, ethylenediarninetetra ac etic acid disodiu m s alt; H L A･
hu ma.n lymphocyte antigen;IgA, im m u n oglobulin A;IgG, im m u n oglobulin G;IgM , im mu n oglobulin M ;Ⅰし2,
882 野
卵性双生児を対象と した 検討 で 指摘 され て い る
37)
. 環境 要因と
して の 第 一 の 候補 は微生物感染, 特 に ウ ィ ル ス 感染 で ある . こ
の た め 1
0
SjS に お い て も , 多く の 研 究者 に よ り 血 清学的
に
3 佃 l)
, 免疫観織化学的に 42ト 45)ある い は分子 生物学的 に , す な
わ ち ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (polym er as e chain r e actio n,
PCR)45卜 50)あ る い ほ 生 体内局所 ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ソ (玩
situ hybridiz atio n, IS H)
41)4 3)14)47} 珊
を 用 い て E B Vの 関与が 検討 さ
れてきた が , 未だ に 結論は 得 られ て い な い .
S S B/La 抗 原 と 安定 した 結合活性 を 示 す E B E Rs32)33)ほ ,
E B Vに 持続感染 した 細胞内で ほ大量 に 発現され て お り , そ の
細胞 1個あた り の コ ピ ー 数ほ 10
7
に も及ぶ5-) こ と が知 られ て い
るが , 複製感染 の 際 に は ほ と ん ど発現 し て い な い もの と 考え ら
れ て い る
52)53)
. ま た核 内で5 4)蛋 白と結合 して 存在す る32)獅 5)こ と か
ら安定 して保存 され て い るもの と考えられ , こ の 性 質を 利用 し
て E B Vの IS Hの 標的 と して 近年多く の 研究者に よ り用い られ
る よ うに な っ た
4 ト れ18)13 ト 2 叩 )
. 特 に , 長時間経過 した ホ ル マ リ ン
固定 パ ラ フ ィ ン ブ ロ ッ ク か らの 切片 で , 非 ア イ ソ ト ー プ 標識 し
た プ ロ ー ブ を用 い て十分同定可能 であ る4ト丁)川)13 卜20)30) . そ こ で 本
研究で は , 非ア イ ソ ト ー プ標識 プ ロ ー ブ を 用い て 1
0
sjS 患者唾
液腺(s aliv ary gla nd, S G) 鼠織中の 2種存在す る E B ERs の うち
E B E R-1 の 発現 を同定す る こ とに よ り , 1
0
SjS の 病因 , 病態に
おけ る E B Vの 関与 に つ い て 検討 した .
対象お よび方法
Ⅰ . 対 象
1982年 か ら19 93年の 間に 当科に お い て 口唇小唾液腺 また は 舌
下腺 の 生検を施行 し , 1
凸
SjS(確実例)と診断 した患者18例の 生
検魁織を対象と した が , うち16検体ほ 口 唇小唾液腺覿織 , 2検
体ほ 舌下腺組織 であ っ た . 診 断 の 確 定 に ほ , 厚生 省特定疾患
シ ェ ー グ レ ン 病調査研究班 に よ る診断基準
58)を 用い た が , 生検
組織 へ の M N C浸潤所見ほ必 須 と した . 性別は 男性1例 , 女性
17例 で , 平均年令は54.9 土12.0歳で あ っ た .
対照群と して は , 口 唇小唾液腺膿胸な どに 対す る 口腔外科的
手術 の 際 , 隣接す る正 常な 小唾液腺を切除 した もの 8検体 を用
い た . 対照群の 平均年令は43.8 ±30.1歳 で あり , 1
0
SjS 群 と 比
較 して 有意な相違は認め な か っ た .
Ⅱ . 非 アイ ソ ト ー プ標識ブ ロ ー プの 作成
1 . オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドの 合成 お よび 精製
Ro s aら紺 に よ り報告 され た E BER-1 の 一 次塩基配列の う ち ,
3
'
末端の30塩基 に 相補的な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を , D N A合成
磯 Cyclon e(M illiGe n, Bedford, U S A)で 合成 した . 同部位 に 相
同性を有 し, 作製 した オ リ ゴ ヌ
､
ク レ オ チ ドに 交差反応する 可能
性 を持 っ た既知 の 配列が報告 され て い な い こ と の 確認は 一 塩基
配列解析 ソ フ ト D N A SIS(日立 S K, 横浜) を用 い て行 っ た .
作製 した オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドほ 以下の 方法 に よ り精製お よ び
ト リ チ ル 基の 除去を行 っ た . 脱気乾燥 した オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
を 0.1 M ト リエ チ ル ア ン モ ニ ウ ム 酢 酸 (triethyla m rn o niu m
a c etate, T E A A) (和光, 大阪) (pH 7.0) に 溶解 し , メ タ ノ ー ル
(和 光)お よ び T E A Aで 活性化 した 核 酸精製 カ ー ト リ ッ ジ
(Dupo nt, Bo sto n, U S A) に 添加 した . こ の カ ー ト リ ッ ジ を ア セ
interleukin 2;IS H, in siiu hybridiz atio n;. M N C,
ト ニ ト リ ル (和光)/T E A A(1 0:90) で洗浄 し , 次に 0.5 % ト リ
フ ル オ ロ 酢酸 (和光)で ト リ テ ル 基 を加水分解 して 除い た . 最後
に オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドを 35 %メ タ ノ ー ル で溶 出 し, 脱気乾燥
した .
2 . オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドの 標識
精製 した オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドほ 以下の 方法に よ り そ の 5凍端
を ジ ゴ キ シ ゲ ニ ソ で 標識 した . 脱気乾燥 した オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド を 20〃M の 濃 度 に な る よ う に 滅菌蒸留水 に 溶解 し , そ の
5pl に , 5 × 末 端 標 識 緩 衝 液 (Bo ehringe r, M a n nheim ,
Ger m a ny) 4pl, 25m M 塩 化 コ バ ル ト 溶 液 (Bo ehringer) 4pl,
1m M ジゴ キ シ ゲ ニ ソ 標 識 デ オ キ シ ウ リ ジ ン 5
'
一三 リ ン 酸
(de o xyu ridin e 5
'
-tripho sphate, d U T P) 溶液 (Bo ehringe r)1FLl,
10m M デ オ キシ ア デ ニ ン 5
'
一三 リ ン 酸 (de o xyadenin e5
'
-tripho-
Sphate, dA T P)溶液(Bo ehringer)1pl, 50単位ん1 タ ー ミ ナ ル ト
ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ (Bo ehringer)1pl を加え, 滅菌蒸留水で 総容
量 20〃1 と Lて37 ℃, 15分反応 さ せ た . そ の 後直 ち に 氷 上 に 移
し, 20mg/ml グリ コ ー ゲ ン溶液 l〟1 お よ び 0.2 M エ チ レ ン ジ ア
ミ ン 四 酢 酸 ニ ナ ト リ ウ ム (ethyle n edia min etetr a a c etic acid
disodiu m s alt,E D T A) (和光) 溶液(pH 8.0)200plを 加え て 反応を
停止 させ た . 末端標識され た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドは , 4M の 塩
化リ チ ウ ム (和光) 溶液2.5/∠l と 75〟1 の - 20 ℃エ タ ノ ー ル (和
光) を加 えて - 70 ℃に 30分放置する こ と に よ り沈殿 させ た . こ
れ を 1乙000× g 遠心 し, ペ レ ッ トを さ ら に も う 一 度 -2 0 ℃の
70% エ タ ノ ー ル で 洗浄後脱気乾燥 した .
3 . ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド電気泳動
得られ た 標識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドを ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド電気
泳動で 解析す る こ と に よ り , 末標識の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドの 混
入 が 認め られ な い こ とを 確認 した . ゲ ル は20% ア ク リ ル ア ミ ド
(和光), 0.05% 過硫酸ア ン モ ニ ウ ム (和光), 1 × ト リ ス ほ う酸
緩 衝液 (pH 8.3) (Tris-bor ate-E D T A buffer, T B E) (1 00m M





一四 メ チ ル エ




-tetr a m ethylethyle n edia min e,
T E M E D) を加 え て重合 させ 用 い た . 1 0V/c m の 走電圧 で 泳動
し , 終 了後 0･5p g/ml の エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド (SigTa- St･
Lo uis
,
U S A) に よ っ て 染色 し, 水洗後紫外線照射器 を用 い て 観
察 した .
4 . プ ロ ー ブ の 直接発色
プ ロ ー ブ を 直 接 紫外 線照 射 で ナ イ ロ ン 膜 に 固 定 し ,
Bo ehringer 社の キ ッ ト を 用い て 発色 させ る こ と に よ り標識 を
確認 した . ま ず, ナ イ ロ ン 膜 (Am er sha m, A m ersha m, U K)を
100m M Tris- H Cl(pH 7.5), 150m M 塩 化ナ ト リ ウ ム (和光)(以下
緩衝液1) で 1 分間洗浄後 , 1% ブ ロ ッ キ ン グ 試薬 (Bo ehringq
er)/緩衝液 1 に30分浸 し , 抗体 の 非特異的結合を ブ ロ ッ ク した .
次 に 再び 緩衝液1 で 1分間洗浄後 , 50 00倍希釈 し た ア ル カ リ
フ ォ ス フ ァ ク ー ゼ 標識抗 ジ コ キ シ ゲ ニ ソ 抗体(Bo ehringer)と30
分間イ ン キ エ ペ ー ト した . 再 び緩衝液 1 で1 5分 , 2 回洗 浄し ,
次 に 100m M Tris- H Cl(pH 9.5), 1 00m M 塩 化 ナ ト リ ウ ム ,
50m M 塩化 マ グネ シ ウ ム (和光) (以下緩衝液2 とす る) に 2分
間浸 して置換 した . 発色試薬ほ t 1 0mlの 緩衝液 2 に 45J上1 の ニ
ト ロ ブ ル ー テ ト ラ ゾ リ ウ ム (nitr o blu e tetr az oliu m, N BT)
m o no n u clear c ell; P B S, phosphate-buffered s alin e; P C R,
polym eras e chain re a ctio n′;S G, Saliv ary gland; S S Ba ntibody, Sj6gr en
'
岳 syndro m eB antibody ;SS C, Sta ndard
S aline citrate; TEAA, triet









シ ェ ー グ レ ン 症候群唾液腺 に おけ る E B E R-1 の 発現 883
(Bo ehringe r) と 35pl の5ブ ロ モ 4ー
- ク ロ ロ ー3イ ン ド リ ル リ ン 酸
(5-br o m o-4-Chlor o-3-indolyl phosphate, Ⅹ-Pho sphate) (Bo ehri-
nger) を加 えて 用時作製 し, ナ イ ロ ン 膜 と ともに プラ ス チ ッ ク
バ ッ グ に 封入 し, 遮光下で 発色 させ た . 反 応を 停止す る際に
は , 10m M Tris-H Cl(pH8･0),1m M E D T A(以下T E緩衝液と
する) で 発色試薬を置換 した .
Ⅲ . ノ ー ザン ハ イ プ リダ イゼ ー シ ョ ン
1 . E B V持続感染細胞の 培養
EB V持続感染細胞株 で ある ヒ ト Bu rkittリ ン パ 腫 由来細胞
株 Raji 細胞57)を , 1 0% ウ シ 胎 児血 清 (GIBCO, New York,
U S A) 添加 RP M I 1640培地 ( 日水 , 東京) 中で 培養 した .
2 . 全 R N Aの 抽出
1 0
8 個 の 細 胞 を , 0.1 M リン 酸 緩 衝食塩 水 (phosphate-
buffe red s alin e, P B S) (pH 7.2) で 2回 洗浄 し, 以下の 方法 で 全
R N A を分離抽出 した . は じめ に 4 M グア ニ ジ ン チ オ シ ア ネ イ
ト(和光), 25m M ク エ ン 酸ナ ト リ ウ ム (和光), 0.5 % N-ラ ウ ロ イ
ル サ ル コ シ ソ (和光), 0.1 M 2-メ ル カ プ ト ニ タ ノ ー ル (和光) (以
下D溶液とする) を加 えて ホ モ ジ ナ イ ズ した . 次 に 1/10量 の 2
M酢酸ナ トリ ウ ム (和光) (pH 4.0), 同 量の Tris-H Cl緩衝 フ ェ
ノ ー ル (和光)(pH 7朝 ,1/5量の ク ロ ロ ホ ル ム (和光) を加え て増
枠後氷上 に1 5分間放置 , 3000× 乱 20分 , 4 ℃で 遠心 し上 層を 回
収 し, 再度1/2量の フ ェ ノ ー ル と 1/2量 の ク ロ ロ ホ ル ム を加
え携拝後遠心 した . 上層 を 回 収 し , 同量 の イ ソ プ ロ ピ ル ア ル
コ ー ル (和光)をくわ え て - 20 ℃ に 2時間放置 して RN Aを 沈殿
させ , 3000×g, 30分 , 4 ℃で遠心 した . こ の R N Aを さ らに
2ml の D溶液に 溶解 し, 同量 の イ ソ プ ロ ピ ル ア ル コ ー ル をくわ
えて - 20 ℃に 1時間放置後, 遠心 して 得た ペ レ ッ トを70% ア ル
コ
ー ル で 洗い 乾燥 した . 得 られ た 全 R N A は リン 酸緩衝液 に 溶
解して ノ ー ザ ン ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン に 供 した .
3 . ノ ー ザ ン ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ソ
ノ ー ザ ン ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 用 の ゲル に は , 1 .2% ア ガ
ロ
ー ス ゲ ル を 用 い た . ゲ ル お よ び サ ン プ ル の 調整と泳動用緩衝
液に ほ , 3-N-モ ル フ ォ リ ノ プ ロ パ ン ス ル フ ォ ン 酸 (3一[N-m Orphr
olin o]pr opa n es ulfo nic a cid, M O P S)(和光) と1.1%ホ ル ム ア ル
デ ヒ ド (和光) を 用 い , ま た サ ン プ ル は50% ホ ル ム ア ミ ド( 和
光) と と もに 泳動 した . 10 V/c m の 定 電圧で 電気泳動後 の ゲ ル
は蒸 留水 で 数 回 洗浄後 , 1 0× 標 準 ク エ ン 酸食塩水(sta ndard
s alin e citr ate, S S C) で45分間洗浄 した . こ の ゲ ル に , あらか じ
め蒸留水で 1 分, 20× S S C で 5分間前処置 した ナ イ ロ ン 膜 を載
せ 】 20× S S Cで ト ラ ン ス フ ァ
ー を行 っ た . ト ラ ン ス フ ァ ー の 終
了 した ナ イ ロ ン 膜 に ほ紫外線照射 を行 い , R N Aを 固定 した .
ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 標識プ ロ ー ブの 発色 は , 直接発色の 際と 同様に
Bo ehringer 社 の キ ッ ト を 用 い て行 っ た . ハ イ プ リ ダ イ ゼ
ー
シ
ョ ン 溶液 と し て , 5× S S C, 1 % ブ ロ ッ キ ン グ試薬 , 0･1 %
N-ラ ウ ロ イ ル サ ル コ シ ソ , 0.02% ドデ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム
(s odiu m dode cyls ulfate, SDS)(和光), 50%ホ ル ム ア ミ ドを用い
た
. ト ラ ン ス フ ァ ー の 終了 した ナ イ ロ ン 膜 を , 42 ℃の ハ イ プ リ
ダイ ゼ ー シ ョ ン 溶液中で 2時間 プ レ ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン を
行 っ た . 次に , ナ イ ロ ン 膜を 100ng/mlの プ ロ ー ブを 含む ハ イ
プリ ダイ ゼ ー シ ョ ソ 溶液 と と も に プ ラ ス チ ッ ク バ ッ グ に 封入
し, 42 ℃で一 晩 ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た . ハ イ プリ ダ
イ ゼ ー シ ョ ソ 終 了後 1 0.1 % N- ラ ウ ロ イ ル サ ル コ シ ソ を 含 む
2×S S C中で 5分間, 2 回洗浄 , 次 に0.1 % N- ラウ ロ イ ル サ ル コ
シ ソ を含む 1×S S C で42 ℃で15分間 , 2 回洗浄 した .
ハ イ プリ ダイ ズ した プ ロ ー ブの 発色は 以下の 方法 で行 っ た .
まず , ナ イ ロ ン 膜を緩衝液1 で 1 分間洗浄後 , 1% ブ ロ ッ キ ン
グ試薬/緩衝液1 に30分浸 し, 抗体の 非特異的結合を ブ ロ ッ ク
した , 次に 再び緩衝液1 で1分間洗浄後 , 5000倍希釈 した ア ル
カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 標識抗ジ コ キ シ ゲ ニ ソ 抗体と30分間イ ン
キ エ ペ ー ト した . 再び 緩衝液1 で15分 , 2 回洗浄 し, 次 に 緩衝
液 2に 2分間浸 して 置換 した . 続 い て 発色試薬を ナ イ ロ ン 膜と
と もに プ ラ ス チ ッ クバ ッ グ に 封入 し, 遮光下で発色させ た . 反
応を 停止 する際に ほ , T E緩衝液を用 い て 発色試薬を置換 した .
Ⅳ . 陽性対照ス ライ ドの作製
1 . E B V持続感染付着細胞の 培養
E B V持続感染細胞株 で ある上 咽頭痛由来細胞株 N P C-K T58)
を , ポ リ ーし リ ジ ン (和光) であ らか じめ処理 して お い た ス ラ イ
ド グ ラ ス 上 に 播き , 10%ウ シ 胎児血 清添加ダル べ ッ コ 変法イ ー
グル 培地(日水) 中で 一 昼夜培養 した .
2 . 細胞の 前処置
こ の ス ライ ド グ ラ ス を PB Sで10分間洗浄 した後 , 4% パ ラ
ホ ル ム ア ル デ ヒ ド/P B Sに15分間浸 して 固定 した . ス ラ イ ド グ
ラ ス を 再び P B S で10分間洗浄 し , 次に 非特異的反応を防ぐ目
的で - 20 ℃の エ タ ノ ー ル/無水酢酸(和光)(95:5)で 5分間処理
した . 風乾後 ス ラ イ ドグ ラス は液体窒素 で 急速冷凍 し, 使用 ま
で の 間 - 70 ℃で 保存 した . 使用時 に は ス ラ イ ド グ ラ ス は エ タ
ノ ー ル 系列を通 した 後, P B Sに10分間 2 回浸 して か ら使 用 し
た .
V . 生体内局所ハ イ プリダイ ゼ ー シ ョ ン
ホ ル マ リ ン 固定後 , パ ラ フ ィ ン 包唾 さ れ常温で 保存 され て い
た ブ ロ ッ ク よ り, ミ ク ロ ト ー ム を用 い て 厚 さ 3〟m の 切片を 作
成 した . ス ラ イ ドグ ラ ス に は , シ ラ ン コ ー テ ィ ン グ ス ラ イ ド
(Dako, Glo str up, De n m ark) を用 い た . 切片ほ キ シ レ ン (和光)
で パ ラ フ ィ ン を 除去 し, 次に ア ル コ ー ル 系列を通 して用 い た .
プ ロ テ ア ー ゼ K(Bo ehringer)処理 は , 1〃g/ml の 濃度 で1 5分
間 , 3 7℃ で 処 理 を 行 っ た . こ の 際 の 緩 衝液 に は , 50m M
E D T A
,
100m M Tris-H Cl(pH7 .5), 2m M 塩 化 カ ル シ ウ ム (和
光)を 用 い た ∴ 続い て 滅菌蒸留水 で 5 分間洗浄後 , 0.2%グ リ シ
ン (和光)/P B Sで10分間処理 を行 っ た . 次 に 1×De nhardt 溶液
(ヤ ト ロ ン , 東京) を含む 4× SS Cを 試料に 載せ , 60分間プ レ ハ
イ プリ ダイ ゼ ー シ ョ ン を行 っ た . そ の 後ス ラ イ F
､
グ ラ ス を 再 び
ア ル コ ー ル 系列に 通 して 脱水 した . ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン に
は , 市販の ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 緩衝液(ヤ ト ロ ン)に , ジチ
オ ス レ イ ト ー ル (ヤ ト ロ ン) を 2% 加え , ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 標識 プ
ロ
ー ブを 10ngルlの 濃度に な るよ う に 加 えた もの を用 い た . こ
の 上に 注意深 く シ リ コ ン (Sigm a) 処 理 し た カ バ ー グ ラ ス を か
け, 37℃で 一 晩 , 湿相中で ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン を行 っ た .
ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 後の 洗浄は , ま ず 2× S S C中で カ バ ー
グ ラ ス を は ず した 後, 同じ液 で 常温 で10分 , 2 回 行い , 次 に
0.1% N- ラ ウ ロ イ ル サ ル コ シ ン を含む 1×S S Cで42℃ の 条件 で
45分, 3 回行 っ た .
ハ イ プ リ ダイ ズ した プ ロ ー ブの 発色 ほ , 基本的に ほ ノ ー ザ ン
ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ソ の 際 と同様 に 行 っ た . すな わ ち , ス ラ
イ ドグラ ス を緩衝液‡で 1 分間洗浄後 , 0.5% ブ ロ ッ キ ン グ試
薬 を含む 緩衝液 1に30分浸 し, 再び 緩衝液 1 で 1分間洗浄乱
ア ル カ リフ ォ ス フ ァ ク ー ゼ 標識抗 ジ コ キ シ ゲ ニ ソ 抗体を30分間
イ ン キ エ ペ - ト した . 次の 緩衝液 1 に よ る洗浄は15分 , 3回行
い ∴緩衝液2に 2分間浸 した . 発色試薬も同様の も の を 用い ,
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ス ラ イ ドグ ラ ス と プ ラ ス チ ッ ク バ ッ グ に 封入 し, 遮光下 で 発色
さ せ た . 発色終了 後 T E緩衝液で 発色試薬を置換 した . 封入 に
は グ リ セ リ ソ (Me rck. Dar m stadt, Ger m a ny) を 用い た .
Ⅵ . 免疫組織化学
ホ ル マ リ ン 固定 パ ラ フ ィ ン 切片は , IS Hの 際と 同 様に シ ラ ン
A B
30 bp
Fig.1. Polya crylami de gel ele ctrophor e si of digo xige nin-
Iabeled oligo n u c ule otide probe . Unlabeled oligo n u cle otide
Visu alized by ethidiu m bromi de pres ents a single 30 bp
ba nd(1a n eB). In c ontrast, 1abeled oligo n u cle otide do e s
n ot sho w a ny ba nd, pr Obably be c a u s e of gel m obility shift
into s m e ar(1an e A). Polya crylami de gel is 20 % in
C O n C e ntr at10 n.
A B
Fig. 2. Direct dete ction of digo xigenin-labeled oIigo n u cle o-
tide probe . Labeled pr obe (A) a nd the kitin s ert digo xi-
genin-d U T P labe ed c ontr ololigo n u cle otidetailed u nderthe
S a m e C O nditorl(B) ar edete cted equ allyinte n s ely.
コ
ー テ ィ ン グ ス ラ イ ド上 に 載せ , キ シ レ ン お よび ア ル コ ー ル 系
列を 通 し脱 パ ラ フ ィ ン お よ び 脱 水 後 用 い た . 免疫 鼠織化学に
は , 市販の キ ッ ト(Dako)を 用 い た . 切片を ま ず, 3% 過酸化水
素水 (Dako) で 5分処 理 す る こ と に よ り , 内因性 ペ ル オ キ シ
ダ ー ゼ 活性 を ブ ロ ッ ク した . P B S で 5分 , 3 回洗浄後 ! ウ シ 血
清 ア ル ブ ミ ン (Dako) で 5分間処理す る こ と に よ り抗体 の 非特
異的反応を 5分間 ブ ロ ッ ク した . 再 び P B S で同様の 洗浄を行
な っ た 後, 一 次抗体 と して1 00倍希釈 した マ ウ ス 抗 ヒ ト T細胞
C D 45 R O単 ク ロ ー ン 抗体 (ク ロ ー ン : U C H し1) (Dako) を 用い
た . 一 次抗体 の 反応は60分行い , 再 び P B Sで 洗浄 した . 次に ビ
オ チ ン 標識 ヤ ギ 抗 マ ウ ス 免疫 グ ロ ブ リ ン 抗体(Dako) を 二 次抗
体と して用 い , 10分間イ ン キ エ ペ ー 卜 した . 続い て P B S で洗
浄 し, 酵素溶液 と して ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標識 ス ト レ プ トア ピ ジ
ン (Dako) を まず10分反応 させ , P B Sで 洗浄後 , 次に 基質溶液
と して 1,5 % 3- ア ミ ノ ー9- エ チ ル カ ル バ ゾ ー ル (3-amin o-9-ethyl-
1 9 4 bp → - 一 喝 - 1 7 0bp
Fig.3. No rther nhybridizatio n. A single 1 70 bp ba nd in
total R N Ae xtr a cted from Rajic ells that c o ntain abo ut 90
c opie s/c ellof E B V D N A is hybridiz ed spe cific ally withthe
Oligo n u cle otide pr obe . A 194 bp arr o w sho w s a m ole c ular
W eight m arker.
Fig. 4. In situ hybridiz atio nforE B E R-1 with c ultur ed N P C- K T celIs. Po sitive hybridiz atio n is se e nin alln u clei, Origin al
m agnific atio n x400.
シ ェ ー グ レ ン 症候群唾液腺 に おけ る E B E R-1 の 発現
c arba z ole, A E C) (Dako), 0.05 M酢 酸緩 衝液 (pH5.2)(Dako)
4ml に 対 し, 過酸化水素水1滴 を加 え て 用 い , 8分反応 さ せ
た . 最後に 蒸留水で 洗浄 し , マ イ ヤ ー ･ へ マ ト キ シ リ ソ 溶液
(和光) で 対比染色を行 っ た後 , グリ セ リ ン 封入 して 観察 した .
Ⅶ . 臨床検査成績と統計学的解析
E B E R-1 陽性 l
O
SjS 患者 と陰性患者の 間で , 浸潤巣ス コ ア ,
症状 (口腔乾煉 , 限乾煉 , 唾 液腺腫脹 , 関節痛 , レ イ ノ ー 現
象), 各種臨床検査成績を比較検討 した . 検査成績と して は , リ
ン パ 球数, C D 4/C D 8比(フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 法), 抗核 抗体
(間接抗体法), シ ェ
ー グ レ ン 症候群 A/抗 Ro 抗体(酵素免疫
法), S S B/La 抗体 (酵素免疫法), リ ウ マ チ 因子 , 免疫 グ ロ プ リ
ン G(im m un oglobulin G,IgG), 免疫 グ ロ ブリ ン M (im m u n oT
globulin M , IgM), 免 疫 グ ロ プ リ ン A (ir n m u n oglbulin A,
IgA), 補体第 3 因子 , 補体第 4因子 (以上 ネ フ ェ･ロ メ トリ ー
法), 補体価(Mayerの50% 溶血 法), 抗 E BV ウ ィ ル ス カ ブ シ ド
抗原(vir u s c apsida ntigen, V C A)IgG 抗体価 , 同 IgM 抗体
価 . 同 IgA 抗体価 , 抗 E B V早期抗原 (e arly a ntige n, E A)
IgA 抗体価 , 同 IgG 抗体価 , 抗 E B V核抗原(Epstein-Barr
vir us n u cle ar a ntige n, E B N A)抗体価(以上免疫蛍光抗体間接
法)に つ い て検討 した . 統計学的解析 は I Fisherの 直接確率検
定, ズ2 検定ま た は対応の な い W ilc o x o n検定を用 い て 行 っ た .
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p<0.05 をも っ て 有意と判定 した .
成 績




SjS の 発症 と E B Vと の 関連を調 べ るた め , E B Vよ り転写
され S S B/La 抗原と結合す る こ と が知 られ て い る R N Aの 一 種
で ある E B E R,1 の S Gに お ける発現を検討 した . E B E R-1 の 一
次塩基配列の う ち , 3
'
末端の30塩基に 相補的な オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ドを合成 した . 相同性検索の 結果で は , 同部位に 高い 相同性
を有する既知の 配列ほ報告 され て い な か っ た .
合成オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドの 純度は ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド電気泳
動 で調べ た . 図1 に 示すように , 末標識の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
ほ 30bp の 位置に 単 一 の バ ン ドと し て 染色 さ れ た . こ れ に 対
し 仁 標識後 エ タ ノ ー ル 沈殿を行 っ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドを泳動
した レ ー ン に は同 じ位置 に バ ン ドを 認め なか っ た . こ の 結果
は t 標識オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド中に ほ 未標識 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ドは は とん ど含まれ て い な い こ と を示 して い る. ジ ゴ キシ ゲ ニ
ン で標識 され た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドは ス メ ア と な っ て ゲル 中に
存在する と思われ るが , ポ リア ク リル ア ミ ド自身に よ る非特異
的発色の た め 同定 できなか っ た .
Fig .5. In situ hybridiz atio nfor E B E R
-1 with n or m al S Gs･
m agnific atio n xl OO.
T his photogr aph sho w s ahybridiz atio n n egativ e c a s e･ Origin al
Tablel. Co mpariso n of e xpre ssio n of E B E R
-1 in s aliv ary glands betw e e npatie nts with
prlrn ary Sj6gren
'
s syndro m e a nd n or m al c o ntr oIs
Gr o up
▲) Number of
c a s es e x arnin ed
Nur nbe r of E B E R-1 -POSitiv e c a s es
Du cts Acini M N Cs
1
OSjS SGs 18 9 4 8





SjS S Gs, Saliv ary glands excis ed fro m patie nts with prim a ry Sj6gre n
'
s syndr o m e;
Norm al S Gs, S aliv ary gla nds e x cis ed fro m n or m als ubje cts･
b) - , n O m O n O n u Cle ar c ell infiltratio n w a s obse r v ed in n or m al S Gs･
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Ⅱ . E B E R- 1 に 対す る合成オ リゴ ヌク レオ チ ドの特異性
合成 した E B E RTl に 相補的な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドに は , さ ら
に5
'
末端 の ジ コ キ シ ゲ ニ ン に よ る標識 を行 っ た . こ の プ ロ ー ブ
を ナ イ ロ ン 睦に 直接固定 し て発色 させ た と こ ろ , 陽性 コ ン ト
ロ ー ル とは ば 同等の 濃度で 発色 した (図 2). こ の こ と か ら, プ
ロ ∴ - ブの 標識効率 に は 間層 はな い もの と考え られ た .
次に そ の 特異性を Raji細胞よ り抽出 した 全 R N Aを用 い て 調
べ た . そ の 結 果, 用い た全 RNA 中に ほ 170bp の 位置 に プ ロ ー
ブ と反応す る単 一 の バ ン ドを 認め た (図 3). こ の こ と か ら , 作
製 した 非ア イ ソ ト ー プ標識 プ ロ ー ブ が , E B E R-1 に 特異的 に ハ
イ ブ リ ダイ ズす る こ とが 確認 され た .
また , 明 らか に 陽性と な る べ き N P C-K T細胞を用 い ,IS Hに
よ る検討を行 っ た . そ の 結果 , 観察 され た全 て の 細胞の 核に ハ
イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 陽性 の 所見を 認め た ( 図4). 核小体が陰
性 に 抜け る像 は確認 で きな か っ た .
Ⅲ . 唾液腺組織 に お け る生体内局所ハ イ プリダイ ゼ ー シ ョ ン
お よび杭 丁細胞抗体 によ る免疫組織化学
1 . 対照群
健常者唾液腺 8検体の うち 3検体で , 導管上 皮細胞 の 核に ハ
イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ソ 陽性所見 を認め た (表1). 核小体 の 陰性
b
Fig.6. Jn situ hybridiza.tio nforE B E R
-1 and im m u n ohisto chemic alsta ningforC D 45 R O with l
O
SjS■S Gs･ (a)In situ hybridiz ation
study. Positiv ehybridiz atio nis se e nin du ctal epithelial c ells (arr o whe ad) a nd infiltrating M N Cs. (b)Im m u nohisto che mic al
studyforC D 45 R O in the s e ction adja c e nt to(左). A M N C inf ltr atinginto du ctもs po sitiv eforC D45R O(arr o whe ad)･ Note the
E B E R.1 a nd C D 45 R Opo sitiv e c ell(arro w). (c)In situ hybridiz atio n studyin an other ca s e of l
血
SjS S G. (d)Im m u n ohisto che m-
ic al studyforC D4 5R O in the s e ctio n adja c e nt to(c). Origin al m agnification x200.
シ ェ ー グ レ ン 症候群唾液腺に お ける E B E R-1 の 発現
像は認め な か っ た ･ 腺房上 皮細胞 に
ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 陽
性所見を認め た もの は な か っ た ･ な お , 図5 に ほ
ハ イ プリ ダイ






SjS 18検体 の うち 9検体で は , 導管上 皮細胞 の 核 に
ハ イ プ
リ ダイ ゼ ー シ ョ ソ 陽性所見を認めた (囲6a, C お よ び表 1)･ こ
の所見は 1 8検体 では 非常に 強く認め られ , 発色強度 の 点ほ 対
照群に 比較 して 明らか に 強か っ た ･ また , 浸潤 MN Cの 標的と
な っ て い る と思わ れ る導管 に よ り強く認 め る傾向があ っ た ･ こ
の 8検体 の うち 4検体 で ほ , 腺 房上 皮細胞 に も ハ イ プ リ ダイ
ゼ ー シ ョ ン 陽性所見 を認め た . さ ら に , 8検 体全例 で 浸潤
M NC の 一 部に ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 陽性所見 を認 め た (表
1).
IS Hの 隣接切片 を用 い た U C H L-1 に よ る免疫阻織化学的検
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索 に お い て は , ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 陽性 で あ っ た 9検体全
例 で 浸潤 M NC に 陽性細胞を認め た (図 6b, d)･ 浸潤 M N Cに
おけ る陽性細胞の 割合に つ い て は浸潤巣 ご とに 異な り , また浸
潤巣 の 大き さ, すな わ ち浸潤 M NC 数 とは 掛 こ 一 定 の 関係ほ認
め な か っ た . しか し浸潤巣の 中で ほ t よ り中心 , すなわ ち標的
で ある導管 に 近い 部分で陽性細胞が多 い 傾向を認め た ･ こ の よ
うな 最も陽性率の 高い 部分で ほ , 浸潤 M N Cに 占め る陽性細胞
の 割合ほ90% 以上 に 達 して い た . こ の 部分を中心 に , 隣接切片
を 用 い た IS Hの 鮭果 と注意深く対比 して み る と , E B E R-1 と
C D 45 R Oの い ずれ も陽性の 細胞 が存在す る こ と が 明 ら か と
な っ た (図 6a, C).
Ⅳ . I S H陽性患者 と陰性患者との 臨床検査成績の比較
ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 陽性で あ っ た 9検体と , 陰性 であ っ
た 9検体の 間 で , 浸潤巣 ス コ ア , 症状(口 腔乾燥 , 限乾凰 唾液
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腺腫脹, 関節痛 , レ イ ノ ー 現象), 検 査成績すな わ ち リ ン パ 球
数 , C D 4/CD 8比 , 抗核抗体, シ ュ ー グ レ ソ 症候 群A/抗 Ro 抗
体 , S S B/La 抗体 , リ ウ マ チ 因子 , IgG. IgM,IgA , 補体第 3因
子 , 補体第 4田子 , 補体価 , 抗 E BV VC A IgG 抗体価 , 同
IgM 抗体価 , 同 IgA 抗体価 , 抗 E B V E A IgA 抗体価 , 同





SjS の 患者血 清中に 存在する S S B/La 抗体の 対応抗原であ
る S S B/La 抗 原は , R N A59 h 62)お よ び A T P63)84)結 合部位 を 持
ち , 全て の R N A ポリ メ ラ ー ゼ Ⅲ に よ り転写 さ れ た R N A(5S




こ の こ とか ら SS B/La 抗原 ほ R N A ポ リメ ラ ー ゼ Ⅲ に
よ る転写に必須の 核蛋白と考えられ て い る64)65). S S B/La抗原 と
E B E Rs が 非常 に 安定 し た 結合活性 を示す
32)33) こ と , E B V が
1
d
SjS の 主 な標的臓器 である唾液腺に 潜伏す る
34) こ と , E B Vの
初感染で ある伝染性単核球症 の 後 に 1
0
SjS を 発症す る症例が存
在する35}36}こ とか ら , 多く の 研究者に よ り1
0
SjS と E B Vの 関与
に つ い て 研究 され て い る .
Ve n able s ら
38)
は , E BV V C A に対す る IgG 塾抗体価 ほ , 正
常対照群 と比較 して 有意な相違 は存在 しな か っ た と報 告 した .
次い で Orig gi ら39)は , 抗 V C A IgG 抗休価お よ び E B V E Aに
対す る IgG 抗休価に つ い て ほ有意差ほ得 られなか っ た もの の ,
E B N Aに 対す る抗体価が 1
8
SjS で ほ有意に高値を 示 し , さ らに
l
O
SjS を S S B/La 抗 体陽性群 と陰性群に分け る と , 前 者 で
E B N A抗体価 が 有意 に 高値 で あ っ た と 報告 し た . さ ら に′




SjS 患者群で ほ抗 V C A IgG お よ び IgM
型抗体価が対照群に比較 して 有意 に高値であ っ た と報告 して い
る . しか しそ の 後 Ve n able s ら 頼 は合成 ペ プチ ドを 用い た 酵素
免疫測定法(e n zym e-1inked im m u n os o rbe ntas say,E LISA)で抗
E A およ び抗 E B N A-1 抗体価 を , IgG,IgM お よ び IgA 型 に 分
けて測定 した結果 , い ずれ の 抗体価も1
0
SjS 群 と対照群 の 間 に
有意差は認めなか っ た と して い る .
免疫組織化学的検討を初め て 報告 した の は Fo x ら42)で あ る
が , 彼 らは 1
ら
SjS の 生検小唾液腺鼠織14例中 8例で抗 E A-D抗
休で導管上皮お よ び 腺房 上皮細胞が陽性に染色 され , 正 常対照
群で ほ14例中1例も染色され なか っ た と 報告 した . しか しそ の
後 , E A-D, E A R, V C A. E B N A お よび潜伏感染膜蛋白(1atent
infe ction m e mbr a n epr otein, L M P)に 対する抗体を用 い た 免疫
阻織化学 で ∴否定的な報告が相次 い で い る43 卜 45)
Fo x ら
42jほ ま た , 生検紅撒 か ら ス ロ ッ トプ ロ ッ ト ハ イ プ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ソ を 用 い て , 1
0
SjS の 2 0例中 8例 で直接 E B Vの
D N A を検出 し, 正常対照群 で は全く検出 されな か っ た と報 告
した . つ い で 同 じ施設 か ら46), P C Rを 用 い て 生検観織中 の
E B Vの D N A を増幅 した と こ ろ , 健常者群 で は15例中 2例の み
が 陽性 で あ っ た の に 対 し, 1
0
SjS で は 9例中7例が陽性で あ っ
た と報告 され た . また , 増幅後の D N A につ い て サ ザ ン ノ ､ イ ブ
リ ダイ ゼ ー シ ョ ソ を 行い , デ ソ シ ト メ トリ ー で 半定量す る こ と
に よ り , 1
0
SjS S G中に 存在する E BV の D N A量は , 健常者群
で認め られる そ れに 比 して 多い とも述 べ て い る . し か し なが
ら , P C R法 で用 い られる D N Aポ リ メ ラ ー ゼに は ∵ 定の 確率 で
誤 っ た増幅を行う可能性 があり , P C R法を 用い て 定量を行う
際に は よ 特殊 な方法 を用し.
､る必要が ある こ とが 知 られて い る 鞘
こ と , ま た浸潤 して い る M N C内に 存在する E B Vを も同時に
増幅す るの で , 唾液腺固有 の 細胞内に 存在する E B V D NA 量の
み を観て い るわ け で ほ な い こ と か ら, こ の 比較 に は 無理 がある
と 考 え ぎ る を 得 な い . さ ら に , こ の 報 告 に 続 い て い く つ か
P C Rを用 い た 研究 の 報告が あ る45)47)4g)が , こ れ ら は い ず れ も
1
C




SjS を伴わ な い 膠原病患者 S Gある
い は健常対照群 S Gと比較 して E B V D N Aの 検出率が高い と
は言 えな い と い うもの で ある . 我 々 の 検討
50) でも , 例数ほ 少な
い も の の , 1
0
SjS S G, 2
0
SjS お よ びシ ェ ー グ レ ン 症候群 を 伴わ
な い ほか の 膠原病患者 S Gの い ずれ に も E B VD N A が検出さ
れ た ･ た だ し涙腺を 用 い た P flugfelder ら48)の 検討で ほ , 1
白
SjS
S G lO例中 8例に E B VD N A が検出され た の に 対 し , 健常対照
群 S G で ほ34例中11例の み で あ っ た と報告 され て い る . い ずれ
に し ろ , P C R法 で は E B V感染細胞が特定 で きず , 唾 液腺国有
細胞 に存在する の か , 浸潤細胞 に存在す るの か ほ 他の 方法 で検
討す る必 要が あ る.
1989年以軋 1
0
SjS S G中の E B V D N Aを IS Hを 用 い て検
討 した 報告 が相次い で な され た , Schu ur m a nら44)の 報告 で は
1
`
SjS S Gの 8例中 4例 , 2
0
SjS S Gの 5例中2例 , シ ェ ー グ レ
ン 症候群を 伴わ な い 他の 膠原病患者 S Gの1 6例中1例で ハ イ プ
リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 陽性所見 が得 られて い る . ま た , Ve n ables
ら
4一) 欄
に よれば , l
O
SjS S Gの12例中 2例 , 2
0
SjS S Gの 3例中1
例 , シ ェ ー グ レ ン 症候群を 伴わ な い 他の 膠原病患者 S Gの 4例
中 2例 , 健常対照群 S Gの 3例中3例が ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン 陽性で あ っ た と い う . 続く Syrj邑n e nら
47) の 報 告 で も 1
ロ
SjS
S Gの 9例 , シ ェ ー グ レ ソ 症 候群 を 伴わ な い 他 の 膠 原病患者
S Gの11例 , 健常対照群 S Gの 6例 の 全て が ハ イ プ リ ダイ ゼ ー
シ ョ ン 陰性 で あ っ た . 1
8
SjS S Gに E B V D N Aの 検 出率 が高
か っ た と の 報告 ほ Mariette ら49)が 1
O
SjS S Gの 8例中 4例 ,
2
0
SjS S Gの 6例中 6例 , シ ェ ー グ レ ン 症候群を 伴 わ な い 他の
膠原病患者 S Gの39例中 3例 で ハ イ プリ ダイ ゼ ー シ ョ ン 陽性の
所見を 認め た と報告 した もの の み で あ る . これ ら の 報告で 認め
られた ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 陽性所見ほ 何れ も導管 上皮細胞
ある い は腺房上皮細胞 の み で あり , 浸潤 M N Cに 認め たと の 記
載ほ 全く認 め られ な い . た だ し ご く最近に な っ て Pflugfelder
ら
67)ほ 涙腺中に 浸潤 した B リン パ 球領域に 陽性所見を認めた と
報告 して い る . 報告 に よ っ て E BV D N Aの 検出率 が異な る の
は , 例数が 少な い こ と 一 人種や 地域 , 使用 して い る診断基準が
異な る こ と も理 由 と して 挙げ ら れ る が , こ れ に 加 え て E B V
D N A を標的と した ア イ ソ ト ー プ標 識プ ロ ー ブ に よ る IS H が感
度や安定性 , さ ら に ほ 経済性の 面 で 問題 がある こ とも大きな理
由の 一 つ と考 え られ る . さ ら に , E B V D N A を･検出す るの み で
ほ , E B Vの 遺伝情報が どの よ うな 形で 存在す る の か , すな わ
ち 持続感染 の 状態 で宿主 の D N A中 に 観み 込ま れ て い る の か ,
ある い ほ屈性感染 の 状態 で細胞質中 に 環状 の DN A ある い は
ウ ィ ル ス 粒子 と して 存在す るの か 全く不 明である .
以上 の よう に , 過去 の い く つ か の 報告か らは 1
8
SjS の 病態 へ
の E B Vの 関与 に つ い て ほ 肯定とも否定 とも結論す る こ と はで
きな い . そ れ は 結果が 報告 に よ っ て 相 反す る か らば か りで な
く , そ れ ぞれの 手法に も理 論的 な問題点が 存在す る か らで あ
る . 本研究で 用 い た E B E R-1 に 対す る非 ア イ ソ ト ー プ標 識 プ
ロ ー ブを 用 い た IS H ほ, 感度や 安定性 , 経済性 と い っ た 従来の
IS H法の 問題点をある程度解決 したも の と考 えられ る . 今回プ
ロ ー ブ と して 選択 した部位は , 二 次元構造5Ⅰ).でも パ リ ソ ド ロ
ー
シ ェ ー グ レ ン 症候群唾液腺に お ける E B E R-1 の 発現
ム を形成す る可能性ほ なく , ま た S S B/La 抗原と 結合す る部位
に あた る
68)こ とか ら, よ り安定に 保存 され て い るもの と 考え ら
れ る . E B E R-1 に 対す る IS H で ほ▲ E B E Rs が 持続感染 でほ 大
量に 発現 され て お り
51)69)
, S S B/La 抗原 な どの タ ン パ ク と結合 し
で
2}33)55)非常に 安定に 保存 され る こ とか ら, R N A を標的とする
IS H と して は 例外的 に 試料の 保存 が容易で , 通常 の ホ ル マ リ ン
固定パ ラ フ ィ ン 切片 で 充分 な 感度 が得 られ て い る ･ こ の こ と
は , 臨床材料 を対象 とする IS Hの 場合 , 非常 に 重要 な 点 で あ
る . 標識に つ い ては 近年非ア イ ソ ト ー プ標識と ア イ ソ ト ー プ標
識で感度に は ほ とん ど差は な い も の と評価 され て い る ･ ア イ ソ
ト ー プ標識の 利点 は , ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 陽性 の 信号で あ
る乳剤中の グ レ イ ン を カ ウ ン トす る事 に よ りある程度 の 定量が
行え る点に あ る. こ の 点非 ア イ ソ ト ー プ標識で は , 染色の 強度
か ら目測 で 半定量を行う こ とが でき る に 過 ぎな い . しか し非ア
イ ソ ト ー プ標識 で は , ア イ ソ ト ー プ標 識の グ レ イ ン の よ う に ア
イ ソ ト ー プ と乳剤の 間に 距離がある こ と で エ ネ ル ギ ー 線が飛散
して信号が拡大する こ と は なく , 比較 的 コ ン ト ラ ス トの ほ っ き
り した染色 が得 られ る . ま た , 標識プ ロ ー ブ が長期保存できる
の で標識 の む らも少な い . 安価 で 安全に 行え る こ とも重要で あ
る . 本研究 で も , こ れ ま で の E B V D N A を標的と し た ア イ ソ
ト ー プ標 識 プ ロ ー ブ に よ る IS Hで ほ 同定 できな か っ た 浸潤
MN Cに E B E R-1 が同定 され た こ と か らも, 感度の 面 で従来の
方法を 上 回 っ て い る こ とが 理 解され る .
E B E Rs は 主 に 持続感染状態の 細胞 で 最大に 発現 さ れ る もの
と考 え られ て い る51). したが っ て E B E R-1 に対する IS Hで は ,
染色強度が強く E B E R-1 の コ ピ ー 数が 多 い こ と は , 必ず しも
E B Vの コ ピ ー 数が多 い こ とを 示すも の で は ない . l
O
SjS の 病態
に おけ る E B Vの 関与を 示 唆す る事実の 一 つ と して , l
O
SjS に
特異的に 認め られ る SS B/La 抗体の 標的抗原 と E B E Rs の 結合
が挙げられ て い る こ と か らも 1 E B E R-1 陽性細胞の 局在や陽性
率l 染色強度を直接観察する こ とほ 非常に 重要で ある . 本研究
で は , 1
Q
SjS S Gの 半数 で 導管上皮細胞 に E B ER-1陽性所見を
認め , さ らに 浸潤 M N Cの 中心 に 位置す る導管で そ の 染色強度
が強い 傾向を認 めた . l
O
SjS S Gで は , 導管上 皮細胞 に 通常ほ発
現しな い 主 要組織適応抗原 (m ajorhisto c o mpatibility c o mple x,
M H C) である ヒ ト リ ン パ 球 抗原 (hu m a nlym pho cyte a ntige n,
H L A) の ク ラ ス Ⅲ 分子 , す な わ ち H L A-D R7O ト珊 , H L A-DQ73)75),
H L A-D P7 3)75)が 発現す る こ と が 知 ら れ て い る . こ れ ら ほ 浸潤
M N C中の 主要構成細胞 で あ る C D4陽性 丁細胞
3)76)の 目 標 と
な っ て い るもの と 考え られ るが , こ れ らの ク ラ ス Ⅲ分子の 発現
に E B E R-1 が 関与す る可 能性が 示唆 され る . 従来自己免疫疾患
へ の ウ ィ ル ス の 関与の しか たと して , 1) 自己抗原が ウ ィ ル ス
構造蛋白と相同性を持 つ 場合77), 2) ウ ィ ル ス 抗原と 自 己 抗原
が ハ ブテ ン ･ キ ャ リ ア ー 抗原糸を 形成す る場合
77)
, 3) 被覆自
己抗原が ウ ィ ル ス 感染に よ っ て 露出す る場合
77)
, 4) ウ ィ ル ス
が ある特定の 免疫担当細胞に 感染 しそ の 機能を 傷害 な い し活性
化す る場合7 叩8), 5) ウ ィ ル ス が生体成分を変化さ せ 新た な抗原
性が発現する場合78)な どが挙げ られ て い る . E B E R-1 は蛋白 に
翻訳 されな い R N Aの 一 種で あるか ら , E B E R-1 が関与す ると
すれ ぼ1) か ら 3) ま で の 機序は考 え に くく , 4) な い し5)
の 磯序 な らば起 こ り う るも の と 思 わ れ る . す な わ ち , E B E Rs
'が S S B/La 抗原な ど細胞 の戟能に 重要な蛋白質 と強固に 結合
するた め蛋白質本来の 機能 が損な わ れる , ある い は S S B/La 抗
原に E B E Rs が結合す る こ と に よ り S S B/La抗原 が新た に 抗原
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性を 獲得す ると い っ た仮説が設定できる . 1
C
SjS S G中に 浸潤
して い る T リ ン パ 球の T細胞受容体(T c e11r e c eptor, TcR)β鎖
の レ バ ト ア が 限 られ て お り
Tg)
, 浸潤 T リ ン パ 球が 限 られ た ク ラ
ス Ⅲ上 の ペ プ チ ド抗原 を標的と して い る こ と が示 唆 され て い る
こ とか ら, 特 に 後者の 仮説の 場合 , 新 た に 抗原性を獲得 した
S S B/La 抗原が ペ プチ ドに 分解され て ク ラ ス Ⅱ抗原上 に 提示 さ
れ る と考え を進 め る こ とが で きる . エ ピ ト ー プ マ ッ ピ ン グな ど
に よ る S SB/La 抗原お よ び抗体の 解析 の 結果でも, S S B/La 抗
体 ほ抗原に よ り誘導 され る と考え られ て お り鋸臣
､ 朗-
, こ の 仮説 に
矛盾 しな い . こ の 仮説 を 証 明す る に ほ , 今 後 浸潤 して い る
C D4陽性 丁細胞が ク ラ ス Ⅲ抗原 - S SB/La 抗原の 複合体 に よ っ
て 刺激 され る こ と を 示す必 要が ある . な お , 他 の 少な く とも 5
種以 上 の り ｣ ル ス で も , E B E Rs と 高 い 相同 性 を 持 ち S S B/
La 抗原 と結合する R N A を発現す る こ と が知 られ て お り , 今回
も認め られ た よ う な E B E R-1 陰性の 例で は 同様 の 機序 で こ の
よ う な ウ ィ ル ス が関与 して い る可能性 があ が3}5-)61一
本研 究 で 注 目 す べ きも う 一 つ の 点 は , 浸 潤 M N Cに
E B E R-1 陽性細胞 が認め られ た 点で ある . E B E R-1 陽性 の 浸潤
M N Cの 少なく とも 一 部は T リ ン パ 球 と考え られ , 残 りの ほ と
ん どは B リン パ 球と考 え られ る . B リン パ 球が EB Vの 受容体
である補体受容体 2(c o mplem e ntr e c epto r2, C R2) を有して お
り E B V親和性が高く , E B V感受性細胞 で ある こ と ほ よく知 ら
れ て い る . L か し 一 般に T リ ン パ 球 は C R 2 を持 たず , B リ ン パ
球に 比 して E B V親和性は非常に 低く , E B V は感染でき ない も
の と考え られ て きた90). しか しな が ら近年 , T細胞系 の リ ン パ
腫細胞の 中に , E B Vの D N A や RN Aを 有する もの が 数多く報
告 され て お り
1卜7)1 0‖3ト 20)30)
, こ の ウ ィ ル ス が 腰 瘍化 の 前に T リン
パ 球に 入 っ たと する と , T リ ン パ 球も E B V親和性を有す るの
で ほな い か と考え られ る よ うに な っ た . 非悪性 T リ ン パ 球に
E B V が感染 して い た と の 報告は 1 川 崎病類似 の 冠 動脈病変を
伴う慢性 E B V感染患者の 症例報告で , 末梢血 リ ン パ 球の72%
が C D4陽性 T リ ン パ 球で か), そ の46%が E B N A陽性で ,
ソ ー テ ィ ン グに よ り集め られ た C D 4陽惟 T リ ン パ 球 か ら抽出
した D N Aをサ ザ ン ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン で 解析 した と こ ろ




ごく 最近に E B E R-1 と T リ ン パ 球抗原と の 二 重染色で ,
伝染性単核球症患者の リ ン パ 節に EB E RTl 陽性 T リ ン パ 球が
認め られ た
92) と の 報告が な きれ た . 本研究で も 1
G
SjS S G中に
E B E R-1 陽性 T リ ン パ 球が 認め られ た こ と は , E B V が非悪性




SjS 患者の 末梢血 に 存在する T リ ン パ 球に ほ , い く つ か の
傲能異常が存在す る こ と が指摘され て い る . 自己 混合リ ン パ 球
反応(a utologous mix ed lymphocyt e r e ac tio n, A M L R)は非 T リ
ン パ 球細胞表面に 提示 され た抗原に 対する T リ ン パ 球の 反応を
測 る方法であるが , 1
0
SjS 患者で は 低下 して い る こ と が 知 られ
て い る
g3)
. ま た , 1
0
SjS 患者の 1/4 で は末梢血 リ ン パ 球 の 変異
原性物質刺激後の イ ン タ ー ロ イ キ ン 2 (interle ukin2,IL-2) 産生




SjS 患者末梢血 T リ ン パ 球 で は , 細胞内伝達機構に 関
わ る カ ル シ ウ ム 流入 の減少 拙 町 に 加 え , IL-2 遺伝子の 上 流に 位
置する シ ス 因子の 一 つ で ある■Ocト1 へ の 転写因子の 結合 が低下
して い る こ とが ゲ ル シ フ ト ア ッ セ イ で 明 らか とな っ て い る
9T)
.
一 方で ほ 1
8
SjS 患者末梢血 T リシ バ 球に は , 絶対数 で も全 リ ン
890
パ 球数 に 対す る相対比で も , H L A-D Rや Ⅰし2 レ セ プ タ M , ト
ラ ン ス フ ェ リ ン リ セ ブ タ ー な どの 活性化 マ ー カ ー を表 出 して い
る もの が多 い こ とが 報告 され て い る
g8)
. しか も , 末梢 血 リ ン パ
球の IL-2 産生能が低い 患者群は高い 患者群に 比 し HLA-D R陽
性 リ ン パ 球数 が有意 に 多 い95). 全末梢血 リ ン パ 球 と E B Vを 混
合培養する と , B リ ン パ 球だ けと E B Vと を 混合培養 した 時 に
比 べ て 不 死化 され た B リン パ 球の 出現数ほ 少な い が , これ ほ T
リ ン パ 球に よ り不死化され た B リン パ 球の 増殖が 抑制 され た た
め と考え られ て い る9g)100) . 1
Q
SjS 患者末梢血 で は , B リン パ 球 の
増殖を 抑制する の に よ り多く の 末梢血 リ ン パ 球が 必 要 で ある こ
とが 報告 され て い る胡). したが っ て 1
0
SjS に 悪性 リ ン パ 腫 の 合
併が 多い こ と に ほ , T リ ン パ 球に よ る制御機構 に 異常 が存在す
るた め で ある 可能性 が考え られて い る .
S Gに 浸潤 して い る T リン パ 球に 機能異常が存在す る が ど う
か に つ い て 直接検討 した 報告 は少な い . Fo x ら拍) は ▲ 末梢 血 リ
ン パ 球の Ⅰし2 産生能 が低 い 愚者群でも, 浸潤 リ ン パ 球 の IL-2
塵生能は末梢血 リ ン パ 球の Ⅰし2 産生能 が正 常の 群 の 浸潤 リ ン
パ 球 , 健常人 の 末梢 リ ン パ 球 , 健常人の リ ン パ 節 内リ ン パ 球 と
同等であ っ た と して い る . 何 らか の 刺激あ るい は情報 を受けて
活性化され , 組織に 浸潤 した リ ン パ 球の IL-2産生能が , 無刺激
の 状態と考 え られ る健常人の 末梢ある い は リ ン パ 節内リ ン パ 球
と同等である こ とほ , む しろ 浸潤 して い るリ ン パ 球の 機能 に も
異常が存在す る こ と を 表 して い る可 能性がある .
本研究で ほ ∴隣接切片を用い た E B E R-1 と C D 45 R Oの 発 現
の 検討で , 1
d
SjS S G中に 浸潤 して い る T リン パ 球に も E B V が
存在す る こ とが 示 され た . た だ し こ の E B Vの 感染が , 末梢 血
ある い は リ ン パ 系中 で既に 起 こ っ て い た もの か , ある い は S G
内 で新 た に 起 こ っ た も の か ほ 不 明で ある . い ず れ に せ よ ,
E B Vが既知 ある い は 未知 の T リン パ 球機能異常 に 関わ り ,
1
0
SjS の 病態に 関与 して い る可 能性 が強く示唆 され る .
l
O
SjS 患者 の 末梢血 M N Cを 無刺激 で培養する と , E B V塵生
性の 不 死化 した B リン パ 球が 高率に 樹立 され る胡)100)1 m. E B Vに
感染 した B リン パ 球 ほ多 ク ロ ー ン 的な免疫 グ ロ ブ リ ン 産生を 行
う182) こ と か ら, 1
0
SjS に お い て存在する ポ リ ク ロ ー ナ ル B細胞
活性化1卿 に , E B Vが 関与 して い る可 能性 が示 唆 され て い る .
リ ン パ 腫の 危険性が高 い 1
d
SjS 患者の 末梢血 リ ン パ 球を 重度複
合型免疫不全症 マ ウ ス に 移入 した と こ ろ , 多 ク ロ ー ン 的な B 細
胞性腫瘍を生 じ, 腫瘍 細胞中に は E B V D N A が大量 に 存在 した
とも報告され て い る104}. しか し P C Rで の 検討で ほ , 1
0
SjS 慮老
末梢血 M N Cに E B V D N A が同定 され る こ と は 予想 に 反 し少
な ぐ8)l 生体内 で は 異常 がある とは い え T リン パ 球 な どに よ る
制御機構 が働 い て い る た め と考え ら れ る . しか し 本 研究 で
1
0
SjS S G中に 多くの E BV 感染B リン パ 球が 存在 した こ とほ ,
局所 に存在する B リ ン パ 球が 多 ク ロ ー ン 的 に 免疫 グ ロ ブ リ ン を
産生 して い る可能性 を示 すもの と 考え られ る . また , 1
d
SjS に
伴 う偽性あ るい ほ悪性リ ン パ 腫が 唾液腺ある い は 涙腺 に 原発す
る例が多 い こ とも , 局所 の B リン パ 球が腫瘍化す る場合が多 い
こ と を示 して い る が , こ の 現象に も E B V が関与 して い る可 能




SjS の 病 困お よ び 病態に , E B V が関与す るか 否か を 検討す
るた め , .1
d
SjS S Gに お ける E B E R-1 の 発現を IS H法 で 検討 し
た . また , E B E R-1 陽性細胞 の r 部を , 隣接切片を用 い て 免疫
組織化学的に 検討 し, 以 下の 結論を 得た .
1 ･ 1
0
SjS の18例中91札 健常対照群の 8 例中 3例 で , 導管
上 皮細胞 に E B E R-1 の 発現を認め た . 導 管上 皮細胞 に おけ る
E B E R-1 の 発現 ほ健常対照群 に 比 して 強度で , ま た 浸潤 MN C
の 中心 に 位置す る導管で強 い 傾向を認め た .
2 ･ 1
B
SjS の18例中4例 で , 腺房 上皮細胞 に E B E R-1 の 発現
を認め た ･ 腺房上 皮細胞に E B E R-1 発現陽性 の 4 例ほ , 全て 導
管上 皮細胞 に も陽性所見 を認め た . 健常対照群で ほ こ の 所見ほ
1例も認め られ なか っ た .
3 ･ 1
0
SjS の18例中8例 で , 浸潤 M NC に E B E R-1 の 発現を
認め た . 浸潤 M N Cに E B E R-1 発現陽性の 8例は , 全て導管上
皮細胞に も陽性所見 を認 めた . 隣接切片を用い た 免疫鮭織化学
に よ る CD 45 R O発現 の 検討 で ほ , E B E R-1 発 現陽性浸潤
M N Cの 少な く とも 一 部ほ , T リン パ 球 と考えられ た .
4 . 以上 の 結 果は , 1
8
SjS の 一 部 に お い て ほ , 唾液腺固有細
胞内で E B E R-1 が大量 に 発現 し, E B ER-1 を発現 した導管上皮
細胞を 目標 に M N C が浸潤 して い る可 能性を 示 唆 して い る . ま
た , 非悪性の T リン パ 球 に も E B V が感染 しう る こ と を 証明
し, E B Vに 感染 した T お よび B リン パ 球が 1
0
SjS の 病態に 関
与 して い る 可能性を合わ せ て 示 して い る .
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- Bar r viru S(EBV)-e n C Odeds mal1nuclearR N As(EBE Rs)which are presentinlarge n umbers(uptolO
7
c opies/C ell)
during perSiste ntinfectio n, ar ekn o w nto stablybind toSSB′La an tige n･
1e adingto speculationthatE B Vm ay bein voIved in
the pathoge nesi ofl
｡
sjS･ Altho ugh studied by m any ln V eStlgatOrS SerOloglCaly, 1 m m u n Ohistoche mical1y and m olec u
lar
biologic ally(using the polym erase chain reac tion orin situ hybri dization), this re m ains c o








sjS w as studied byin situ hybridization usingn o n
-r adio activelylabeled oligo n ucleotide pr obes･ Nin e ofeighteen l
C
sjS
s Gs w erehybri dizationposidv e, andthreeofeight c o nb
･
01S Gs w er e alsopositive ･ In allhybridiz ation positiveS Gs･ aPOSi
-
tive signalw as se eninductalepi theli alcells･ Hybri dizatio nw asm oreintensein
l
O
sjS S Gs, and indu cts that w er e s urro u nd-
edbyinfiltrating m onon ucle ar c ells(M NCs)･ In ad dit o n, pO Sitive hybridization w as see nin a
cin al epi thelialc e11sin
fourl
｡
sjS S Gs and alsoin in丘I Batlng M NCsin eightS Gs with thisdisorder･ Ⅰrn m n n Ohistoche
mic alan alysIS W aSperfo rm ed
on serialsecdons of thesehybridiza tionposidve S Gs using anti
-hu man Tc e11CD 4 5 RO m o n ∝lonalantibody(Clon e:UC 肌 -
1). So m epopulatio ns ofthehybridiza tio npositiv e M N Cs w ere st ained with th is an tibody･ T hesere s ults
indicatethatE B V
playsso m epathogenicrolesin s o m e cases of
l
O
sjS thr ough inductio n ofSS肌 a an tibody andimpair m ent oflymphocytes･
